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Voor de geïnteresseerde leek




Biochemie en moleculaire enzymologie
Biochemie ligt op het grensvlak van biologie en scheikunde en probeert het 
leven op het niveau van moleculen te begrijpen. Moleculen zijn de kleinste 
deeltjes van een stof, die nog de chemische eigenschappen van die stof bezitten. 
In de biotechnologie wordt gebruik gemaakt van deze kennis voor praktische 
doeleinden. Eeuwen geleden werden micro-organismen al gebruikt voor de 
productie van yoghurt, brood, wijn en bier, hoewel toen nog niet bekend was 
dat bacteriën en gisten verantwoordelijk zijn voor de fermentatie van deze 
producten. Tegenwoordig wordt deze kennis toegepast bij het vervaardigen van 
allerlei producten, zoals voedingsmiddelen, geneesmiddelen en materialen. 
Hierbij worden niet alleen micro-organismen zoals bacteriën en gisten gebruikt, 
maar ook specifieke eiwitten (enzymen) uit deze micro-organismen. Enzymen 
worden bijvoorbeeld toegepast in glucosemeters voor het bepalen van het 
glucosegehalte in een druppel bloed, in de productie van kaas voor het stremmen 
van melk en in wasmiddelen voor de afbraak van vetten, eiwitten en zetmeel.
Een moleculaire enzymoloog bestudeert hoe enzymen werken op 
moleculair niveau en welke reacties ze versnellen (katalyseren). Binnen de 
moleculaire enzymologie worden natuurlijke enzymen niet alleen onderzocht, 
ze worden ook aangepast en geoptimaliseerd. Daarbij kunnen verschillende 
eigenschappen van het enzym worden aangepast of verbeterd, zoals de activiteit, 
de stabiliteit of de optimale zuurgraad waarbij ze werken (het pH-optimum). 
Enzymen
Enzymen zijn eiwitten die chemische reacties versnellen oftewel katalyseren; 
ze doen dat zonder daarbij zelf verbruikt te worden. Eiwitten bestaan uit 
ketens van kleine schakels, aminozuren genaamd. In de natuur bestaan twintig 
verschillende aminozuren. Door deze aminozuren steeds in een andere volgorde 
aan elkaar te koppelen, ontstaan zeer veel verschillende aminozuurketens. Deze 
ketens vouwen zich op tot verschillende eiwitten. Veel van de eiwitten, die in de 
natuur voorkomen, functioneren als enzymen. De in dit proefschrift onderzochte 
enzymen, TfuDyP en SviDyP, bestaan elk uit een keten van ongeveer 400 
aminozuren, die opgevouwen min of meer eivormig zijn. Veel enzymen hebben 
een extra molecuul, een cofactor, nodig om reacties te katalyseren. Een deel 
van de cofactoren wordt gemaakt uit vitaminen, zoals FAD en NAD(P)H. Andere 
cofactoren zijn niet op vitaminen gebaseerd, zoals heem in hemoglobine. TfuDyP 
en SviDyP bevatten ook een heem cofactor en zijn hierdoor net als hemoglobine 
rood van kleur. TfuDyP en SviDyP vervoeren in tegenstelling tot hemoglobine geen 
zuurstof, maar voeren oxidatiereacties uit met behulp van waterstofperoxide. 
In hoofdstuk 5 worden naast peroxidasen ook oxidasen bestudeerd. Oxidasen 
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bevatten een flavine cofactor (afgeleid van riboflavine, vitamine B2) en zijn 
hierdoor geel van kleur. Deze enzymen katalyseren oxidatiereacties met behulp 
van zuurstof en produceren daarbij waterstofperoxide als bijproduct. De 
geproduceerde waterstofperoxide kan vervolgens door de peroxidasen worden 
gebruikt.
Dit proefschrift beschrijft het onderzoek naar twee kleurstof afbrekende 
peroxidasen (Engels: dye decolorizing peroxidases, DyPs). Hiervoor zijn 
TfuDyP van de bacterie Thermobifida fusca en SviDyP van de bacterie 
Saccharomonospora viridis gebruikt als modelenzymen. Zoals de naam van deze 
enzymen aangeeft, zijn ze betrokken bij de ontkleuring en afbraak van oplosbare 
kleurstoffen. Het onderzoek beschreven in dit proefschrift is vooral gericht op 
het vergroten van de kennis over deze enzymfamilie. We hebben hierbij onder 
andere onderzocht hoe het reactiemechanisme van het enzym in elkaar zit en 
op welke kleurstoffen en andere substraten het enzym actief is. Tot slot hebben 
we een van de enzymen gekoppeld aan een oxidase om tweestapsreacties uit 
te voeren. Hiermee konden we in twee stappen de smaakversterker divanilline 
maken of verschillende suikers detecteren. 
Hoofdstuk 2: Exploring the biocatalytic potential of a DyP-type peroxidase by 
profiling the substrate acceptance of Thermobifida fusca DyP peroxidase.
Vertaling: Het verkennen van het biokatalytisch potentieel van een DyP-type 
peroxidase door te analyseren welke (kleur)stoffen omgezet worden door de 
DyP-type peroxidase uit Thermobifida fusca.
DyP-type peroxidasen (of dye decolorizing peroxidases) ontkleuren kleurstoffen. 
Deze familie van peroxidasen is zelfs vernoemd naar deze eigenschap. De meeste 
synthetische kleurstoffen, kleurstoffen die bijvoorbeeld in de textielindustrie 
worden toegepast, zijn moeilijk biologisch afbreekbaar. De twintig jaar 
geleden ontdekte DyP-type peroxidasen breken deze kleurstoffen gedeeltelijk 
af en zouden kunnen worden toegepast als eerste stap in dit afbraakproces. 
Andere enzymen kunnen de gevormde producten verder afbreken tot nieuwe 
grondstoffen. In hoofdstuk 2 is onderzocht welke kleurstofgroepen door een DyP-
type peroxidase kunnen worden afgebroken. In dit hoofdstuk is TfuDyP gebruikt 
als modelenzym. De activiteit van TfuDyP werd getest op dertig kleurstoffen uit 
zeven verschillende kleurstofgroepen en drie natuurlijke pigmenten. TfuDyP 
toonde aan actief te zijn op een groot aantal kleurstoffen van zes verschillende 




In de scheikunde behoren kleurstoffen tot de groep van aromatische 
verbindingen (gebaseerd op een aromatische groep in het molecuul, niet op de 
geur). Behalve naar de activiteit op kleurstoffen is in hoofdstuk 2 ook gekeken 
naar de activiteit van TfuDyP op andere aromatische stoffen, waaronder 
fenolen en bouwstenen van lignine. Lignine is naast cellulose het polymeer dat 
structuur en stevigheid geeft aan planten. TfuDyP is actief op fenolen en zorgt 
voor een koppeling tussen twee fenolen (dimerisatie) of zelfs tussen drie, vier 
of meer fenolen (oligomerisatie, polymerisatie). Eén van de geteste fenolen 
was vanilline, de smaak- en geurstof van vanille. Vanilline wordt door TfuDyP 
omgezet (gedimeriseerd) in een andere smaakversterker, divanilline. Divanilline 
versterkt de smaak van romigheid en maskeert bitterheid in voedingsmiddelen. 
Hoofdstuk 3: Exploring the catalytic properties of DyP-type peroxidase TfuDyP 
by site-directed mutagenesis.
Vertaling: Het verkennen van de katalytische eigenschappen van DyP-type 
peroxidase TfuDyP door middel van gerichte mutagenese.
Het doel van het onderzoek in hoofdstuk 3 is het vergroten van de kennis over 
de precieze werking van het enzym TfuDyP. Het onderzoek was er op gericht om 
zowel de locatie als het reactiemechanisme van de substraatoxidatie van TfuDyP 
te bepalen. Zoals in hoofdstuk 2 is aangetoond oxideert TfuDyP veel verschillende 
substraten, waaronder fenolen en grotere kleurstofmoleculen. Uit eerder 
onderzoek is gebleken dat TfuDyP andere relatief kleine moleculen (aromatische 
sulfiden) direct bij het katalytische centrum van het enzym oxideert, bij het 
ijzeratoom van de heem. De heem van TfuDyP bevindt zich echter in het enzym 
en is alleen bereikbaar via een paar nauwe tunnels. Daardoor kunnen grote 
moleculen zoals kleurstoffen de heem niet bereiken; zij zullen op een andere 
plek aan het oppervlak van het enzym moeten reageren. Om de locatie hiervan 
te bepalen zijn bepaalde gebieden rondom de heem en aan het oppervlak van 
het enzym onderzocht met behulp van gerichte mutagenese. Dit is, een techniek 
waarbij één aminozuur van het enzym gemuteerd wordt naar een van de andere 
19 aminozuren. Vaak is er een vermoeden welke aminozuren betrokken zijn 
bij de reactiviteit van het enzym. Door deze aminozuren te veranderen kan dit 
vermoeden bevestigd of ontkracht worden. Voor TfuDyP werden aminozuren 
direct naast de heem cofactor en tyrosines en tryptofanen aan het oppervlak 
onderzocht. De tyrosines en tryptofanen werden onderzocht omdat deze twee 
aminozuren radicalen kunnen vormen en peroxidasen radicaalreactie uitvoeren. 
TfuDyP is voornamelijk actief bij een zure pH van 3 tot 4. Naast mutaties om de 
locatie van de substraatoxidatie te bepalen zijn er in hoofdstuk 3 ook mutaties 
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gemaakt met als doel het pH-optimum van TfuDyP te verschuiven naar een meer 
neutrale pH. 
Uit het onderzoek volgde dat het gebied rondom de heem belangrijk is voor 
het pH-optimum van TfuDyP en dan voornamelijk rondom de heempropionaat 
(staart van de heem) en in de buurt van de katalytische arginine naast de heem. 
Twee mutaties in dit gebied verruimden het pH-bereik voor de activiteit met 
één pH-unit richting een neutrale pH. Verder onderzoek naar dit gebied zou het 
pH-optimum van TfuDyP mogelijk verder kunnen verschuiven. Daarnaast was 
er eerder voorspeld dat grote substraten bij tyrosines en tryptofanen aan het 
enzymoppervlak reageren. Mutagenese van deze aminozuren had geen effect op 
de kleurstofafbraak. Hieruit concluderen we dat de oxidatie van grote moleculen 
via een ander mechanisme verloopt of dat TfuDyP na het muteren van één van 
de tyrosines of tryptofanen een andere tyrosine of tryptofaan kan gebruiken. 
Hoofdstuk 4: High overexpression of dye decolorizing peroxidase TfuDyP leads 
to the incorporation of heme precursor protoporphyrin IX.
Vertaling: Hoge overexpressie (productie) van kleurstof afbrekende peroxidase 
TfuDyP leidt tot de binding van heemprecursor protoporphyrine IX.
Voor de industriële toepasbaarheid van enzymen is een eenvoudige en groot-
schalige productie essentieel. Enzymen worden bij voorkeur in ongevaarlijke 
laboratoriumstammen geproduceerd, zoals Saccharomyces cerevisiae (bakkers-
gist), Lactococcus lactis (melkzuurbacterie) of een onschuldige Escherichia coli 
stam. In het onderzoek dat beschreven is in dit proefschrift is E. coli gebruikt. 
Om E. coli enzymen te laten produceren, wordt een plasmide (een stuk DNA 
met daarop de informatie voor het maken van deze enzymen) in de E. coli 
cellen geïntroduceerd. In eerder werk werd hiermee ongeveer 3 mg TfuDyP 
per liter E. coli cultuur geproduceerd. Om het enzym aantrekkelijker te maken 
voor industriële toepassingen is in hoofdstuk 4 weergegeven hoe de productie 
van TfuDyP verhoogd kon worden tot ongeveer 200 mg per liter E. coli cultuur. 
Het verkregen eiwit was rood, maar voor het grootste deel inactief. In de rest 
van hoofdstuk 4 is het onderzoek beschreven waarbij werd nagegaan wat de 
daling in activiteit van TfuDyP veroorzaakte. Het actieve en inactieve enzym 
zijn met verschillende methoden bestudeerd. DyP-type peroxidasen bevatten 
net als hemoglobine een heem cofactor. Met behulp van massaspectrometrie 
is de massa van de heem cofactor bepaald; dit liet een duidelijk verschil zien 
tussen het actieve en het inactieve enzym. Het actieve enzym bevatte zoals 
verwacht heem, het inactieve enzym bevatte echter de heem precursor 
protoporphyrine IX (PPIX). PPIX is het voorlaatste molecuul in de heemproductie 
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en bevat nog geen ijzer. Het ijzeratoom is essentieel voor de activiteit van het 
enzym. In dit hoofdstuk laten we zien dat dit probleem zich alleen voordoet bij 
een enzymproductieniveau boven de 100 mg per liter. In de toekomst zou dit 
probleem verholpen kunnen worden door de E. coli cellen naast TfuDyP ook een 
enzym te laten produceren dat betrokken is bij de laatste stap van de productie 
van heem. 
Hoofdstuk 5: Creating oxidase-peroxidase fusion enzymes as a toolbox for 
cascade reactions.
Vertaling: Creëren van oxidase-peroxidase fusie-enzymen voor kettingreacties.
In de natuur zijn de meeste enzymen betrokken bij de stofwisseling (het 
metabolisme) van de cel. Voor de vertering van voedsel of de productie 
van complexere stoffen zoals hormonen en vitaminen zijn reactiepaden 
ontwikkeld waarbij meerdere enzymen betrokken zijn. Om deze cascadereacties 
(kettingreacties) efficiënt te laten verlopen vormen sommige enzymen in de 
natuur een complex. In sommige gevallen is dit complex zelfs gefuseerd tot één 
eiwit met twee of meer functies. Peroxidasen en oxidasen vormen katalytisch 
gezien een logische combinatie. Oxidasen produceren waterstofperoxide als 
bijproduct, wat vervolgens door de peroxidasen gebruikt wordt als ‘brandstof’ 
voor hun reacties. In de literatuur zijn veel voorbeelden van natuurlijke en 
artificiële fusie-enzymen te vinden, maar geen fusies tussen oxidasen en 
peroxidasen. Hoofdstuk 5 beschrijft de ontwikkeling van vier artificiële oxidase-
peroxidase fusie-enzymen. In dit onderzoek is DyP-type peroxidase SviDyP 
gefuseerd met vier oxidasen; chitooligosaccharide oxidase (ChitO), eugenol 
oxidase (EugO), HMF oxidase (HMFO) en alditol oxidase (HotAldO). De fusie-
enzymen SviDyP-ChitO en SviDyP-HotAldO zijn gebruikt als biosensor voor 
de detectie van de suikers cellobiose en xylitol. De detectielimiet van deze 
suikers was ongeveer een milligram per liter. Met deze fusie-enzymen kunnen 
naast xylitol en cellobiose ook andere suikers gedetecteerd worden, namelijk 
suikers waarop ChitO en HotAldO actief zijn. De andere twee oxidasen, EugO en 
HMFO, zijn gedeeltelijk actief op dezelfde substraten als SviDyP. Deze overlap 
in substraten is ideaal voor cascadereacties. Hoofdstuk 2 liet zien dat TfuDyP 
vanilline omzet in de smaakversterker divanilline. SviDyP katalyseert dezelfde 
reactie. In hoofdstuk 5 gaan we een stap verder en produceren divanilline 
met behulp van de fusie-enzymen SviDyP-EugO en SviDyP-HMFO in een 
tweestapsreactie uit vanillyl alcohol. Daarnaast is SviDyP-EugO toegepast in de 





In dit proefschrift is een aantal vragen over DyP-type peroxidasen (kleurstof 
afbrekende peroxidasen, DyPs) beantwoord. In hoofdstuk 2 is aangetoond 
dat TfuDyP actief is op fenolen en een groot aantal kleurstoffen uit zes 
kleurstofgroepen, waaronder kleurstofgroepen die nog niet eerder onderzocht 
waren met DyP-type peroxidasen. In hoofdstuk 4 is de productie van TfuDyP 
verbeterd en is geleerd wat er fout kan gaan met de heem cofactor bij een hoge 
productie van DyPs. Andere vragen blijven echter nog onbeantwoord. Hoewel 
er verschillende aanwijzingen zijn dat DyPs betrokken zijn bij de afbraak van 
biomassa, is het fysiologische substraat onbekend. Daarnaast wordt ook het 
reactiemechanisme van deze DyP-type peroxidasen nog niet goed begrepen. Voor 
een aantal DyPs is er meer onderzoek gedaan naar het reactiemechanisme en is 
het opgehelderd. De familie van DyP-type peroxidasen bestaat uit verschillende 
klassen; de resultaten uit deze klassen komen echter niet altijd overeen. Voor 
een beter begrip van deze familie van peroxidasen is het daarom belangrijk om 
in de toekomst het fysiologische substraat en het reactiemechanisme van de 
verschillende klassen DyPs te onderzoeken. Dit kan een basis vormen voor het 
maken van verbeterde varianten van de enzymen.
Voor de industriële toepassing van enzymen zijn activiteit en stabiliteit 
essentieel. Hoewel DyP-type peroxidasen stabieler zijn bij een neutrale pH, zijn 
de meeste DyPs actief in een zuur milieu (lage pH). Ook voor een kettingreactie 
met andere enzymen, zoals oxidasen, zou het gunstig zijn als DyPs bij een hogere 
pH actief zouden zijn. Het is daarom interessant om te zoeken naar een DyP die 
van nature actief is bij een hogere pH. Hiervoor zou gezocht kunnen worden 
in bijvoorbeeld alkalifiele/alkalitolerante organismen. Een andere optie is het 
aanpassen van het pH-optimum voor de activiteit met behulp van (gerichte) 
mutagenese. Ook zouden de thermostabiliteit of de tolerantie van deze enzymen 
voor organische oplosmiddelen of het cosubstraat waterstofperoxide, verbeterd 
kunnen worden. Naast de stabiliteit van DyPs zou de activiteit op verschillende 
gewenste substraten verbeterd kunnen worden, bijvoorbeeld voor een aantal 
fenolen die als mediator betrokken zijn bij de afbraak van biomassa. 
De mogelijke toepassingsgebieden voor DyP-type peroxidasen zijn 
divers. DyPs kunnen bijvoorbeeld worden toegepast in de textielindustrie voor 
de zuivering van met kleurstof verontreinigd afvalwater, of voor het creëren 
van patronen of een stone-washed-look door middel van enzymatische bleking 
van textiel. Ook in de voedingsmiddelenindustrie worden DyPs toegepast voor 
het afbreken van kleurstoffen. Een DyP uit de schimmel Mycetinis scorodonius 
is op de markt gebracht onder de naam MaxiBright. Bij de productie van kaas 
wordt in sommige gevallen carotenoiden toegevoegd voor een gelere kleur. 
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Als bijproduct wordt wei opgevangen dat vervolgens gebruikt wordt in zuivel- 
en frisdranken. In wei is deze gele kleur niet gewenst en wordt MaxiBright 
toegevoegd om deze carotenoiden af te breken. Daarnaast zouden DyPs in de 
voedingsmiddelenindustrie ook kunnen worden toegepast voor de productie 
van de smaakversterker divanilline, zoals beschreven is in hoofdstuk 2 en 5. Naast 
de voedsel- en de textielindustrie zijn bioplastics en biosensoren interessante 
toepassingsgebieden. Hoofdstuk 2 en 5 lieten zien dat TfuDyP en SviDyP vanilline 
omzet in dimeren en oligomeren, als deze polymerisatie doorgaat dan worden 
plastics gevormd. Met biosensoren zouden (in combinatie met een oxidase) 
verschillende stoffen gedetecteerd kunnen worden, waaronder suiker, zoals 
beschreven is in hoofdstuk 5. In de toekomst kunnen we nog meer te weten 
komen over deze veelbelovende en veelzijdige enzymfamilie door het katalytische 
mechanisme verder te onderzoeken en de toepassingsmogelijkheden uit te 
breiden. 
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